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RESUMO 
 
Este estudo teve como objetivo avaliar as respostas das defesas antioxidantes e dano 
celular no bivalve Anomalocardia brasiliana, experimentalmente exposto a óleo diesel 
e ao remediador químico Accell Clean SWA®. Essas respostas foram integradas com a 
avaliação de crescimento e mortalidade dos indivíduos expostos em laboratório e 
devolvidos para o campo durante 60 dias. Os organismos foram submetidos a uma 
exposição aguda de 48 horas com 4 tratamentos: controle (C), controle com remediador 
químico (SWA), fração acomodada de óleo diesel (D), e uma fração acomodada de óleo 
diesel e o remediador químico (D+SWA). Após o período de exposição, os organismos 
foram devolvidos para o campo e monitorados ao longo de 60 dias para a avaliação dos 
parâmetros de estresse oxidativo, crescimento e mortalidade. As hipóteses do estudo 
estavam relacionadas à: 1) Diferença significativa nos parâmetros bioquímicos entre os 
tratamentos D e D+SWA e os controle, 2) Intensificação dos efeitos deletérios no 
tratamento D+SWA, em relação ao tratamento D, 3) Menor nível de crescimento e 
maior nível de mortalidade dos indivíduos nos tratamentos D e D+SWA em relação aos 
controles. A A. brasiliana apresentou respostas tardias à contaminação por óleo diesel e 
óleo diesel com o remediador químico, com a indução da atividade da superóxido 
dismutase (SOD) e o aumento dos níveis de glutationa reduzida (GSH) somente no 
tempo de 60 dias. Os resultados apontam que o tratamento D+SWA não provocou um 
aumento das defesas antioxidantes e dano celular quando comparados aos tratamentos 
D, além de não ocorrer diferença significativa no crescimento médio dos indivíduos que 
pudesse ser atribuído à exposição experimental aos contaminantes, no entanto ocorreu 
uma mortalidade significativa nos tratamentos SWA e D+SWA, podendo indicar uma 
toxicidade do remediador. Esses resultados revelam uma necessidade de mais estudos 
que avaliem os efeitos do Accell Clean SWA® em áreas impactadas por petróleo e seus 
derivados. 
 
Palavras-chave: Estresse oxidativo; Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos; Fração 







This study aimed to evaluate the responses of antioxidant defenses and cell damage in 
the bivalve Anomalocardia brasiliana, experimentally exposed to diesel oil and the 
surface washing agent Accell Clean SWA®. These responses were integrated with the 
growth and mortality assessment of individuals exposed in the laboratory and returned 
to the field for 60 days. The organisms were subjected to an acute exposure of 48 hours 
with 4 treatments: control (C), control with surface washing agent (SWA), 
accommodated fraction of diesel oil (D), and an accommodated fraction of diesel oil 
and surface washing agent (D + SWA). After the exposure period, the organisms were 
returned to the field and monitored over 60 days to assess the parameters of oxidative 
stress, growth and mortality. The hypotheses of study were related to: 1) Significant 
difference in biochemical parameters between treatments D and D + SWA and controls, 
2) Intensification of adverse effects in treatment D + SWA, about treatment D, 3) Lower 
level of growth and higher level of mortality of individuals in treatments D and D + 
SWA in relation to controls. A. brasiliana showed late responses to contamination by 
diesel oil and diesel oil with the surface washing agent, with the induction of superoxide 
dismutase (SOD) activity and increased levels of reduced glutathione (GSH) only 
within 60 days. The results indicate that the D + SWA treatment did not cause an 
increase in antioxidant defenses and cell damage when compared to the D treatments, in 
addition there was no significant difference in the average growth of individuals that 
could be attributed to the experimental exposure to contaminants, however, there was a 
significant mortality in the SWA and D + SWA treatments, which may indicate a 
toxicity of the surface washing agent. These results reveal a need for more studies to 
assess the effects of Accell Clean SWA® in areas impacted by oil and derivatives. 
 
Keywords: Oxidative stress; Polycyclic aromatic hydrocarbons; Accommodated 









 The effect of diesel on Anomalocardia brasiliana antioxidant defences was 
evaluated 
 Biomarkers showed induction in treatment D, after 60 days of exposure 
 The D + SWA treatment showed no greater induction of biomarkers 
 There was no significant difference in growth and mortality in treatments 
 
RESUMO EM LINGUAGEM ACESSÍVEL 
 
Ambientes marinhos são constantemente ameaçados pela contaminação por 
óleo, seja por descargas contínuas ou por grandes acidentes relacionados ao petróleo e 
seus derivados. Uma das medidas de resposta para os derrames de petróleo e seus 
derivados em ambientes costeiros é aplicação de remediadores químicos. Esses produtos 
são utilizados para remover o óleo de superfícies presentes em praias, manguezais e 
costões rochosos. Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos desses produtos em 
organismos que podem ser afetados durante o trabalho de remediação. Com isso, o 
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de uma exposição de curto prazo a 
contaminantes de petróleo e avaliar também uma possível remediação. Para isso, foi 
realizado um experimento em laboratório por 48 horas, e após esse período os 
organismos foram levados para o campo e monitorados por 60 dias, para avaliação dos 
efeitos no crescimento, mortalidade além de danos celulares que os contaminantes de 
petróleo e o remediador químico provocaram no berbigão. Os resultados apontam uma 
defesa tardia contra os contaminantes de petróleo, além de não ocorrer diferença de 
medidas de crescimento e níveis de mortalidade entre os organismos expostos aos 
contaminantes e os organismos não expostos aos contaminantes. Esses resultados 
podem esclarecer e auxiliar na tomada de decisão quanto ao uso de remediadores 
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This study aimed to evaluate the responses of antioxidant defenses and cell damage in 
the bivalve Anomalocardia brasiliana, experimentally exposed to diesel oil and the 
surface washing agent Accell Clean SWA®. These responses were integrated with the 
growth and mortality assessment of individuals exposed in the laboratory and returned 
to the field for 60 days. The organisms were subjected to an acute exposure of 48 hours 
with 4 treatments: control (C), control with surface washing agent (SWA), 
accommodated fraction of diesel oil (D), and an accommodated fraction of diesel oil 
and surface washing agent (D + SWA). After the exposure period, the organisms were 
returned to the field and monitored over 60 days to assess the parameters of oxidative 
stress, growth and mortality. The hypotheses of study were related to: 1) Significant 
difference in biochemical parameters between treatments D and D + SWA and controls, 
2) Intensification of adverse effects in treatment D + SWA, about treatment D, 3) Lower 
level of growth and higher level of mortality of individuals in treatments D and D + 
SWA in relation to controls. A. brasiliana showed late responses to contamination by 
diesel oil and diesel oil with the surface washing agent, with the induction of superoxide 
dismutase (SOD) activity and increased levels of reduced glutathione (GSH) only 
within 60 days. The results indicate that the D + SWA treatment did not cause an 
increase in antioxidant defenses and cell damage when compared to the D treatments, in 
addition there was no significant difference in the average growth of individuals that 
could be attributed to the experimental exposure to contaminants, however, there was a 
significant mortality in the SWA and D + SWA treatments, which may indicate a 
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toxicity of the surface washing agent. These results reveal a need for more studies to 
assess the effects of Accell Clean SWA® in areas impacted by oil and derivatives. 
 
Keywords: Oxidative stress; Polycyclic aromatic hydrocarbons; Accommodated 
fraction of diesel oil; Surface washing agent. 
 
1. Introdução  
 
A liberação de óleo no ambiente marinho causa efeitos prejudiciais aos 
organismos desde o nível celular até níveis ecológicos superiores (NRC 2003; Egres et 
al., 2012). As atividades de exploração, produção, transporte e consumo de petróleo são 
algumas das diversas fontes de óleo nos ecossistemas marinhos, seja por meio de 
grandes desastres ou por vazamentos crônicos (NRC 2003; Gong et al., 2014). Apesar 
de uma considerável redução no número de acidentes de grandes proporções, os 
ambientes marinhos e costeiros continuam vulneráveis a esse tipo de distúrbio (Stevens 
et al., 2012).  
Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) fazem parte da composição 
do petróleo e podem ser de origem pirogênica, petrogênica e biológica. Os HPAs de 
maior massa molecular, com mais de três anéis aromáticos, são comumente originados 
de fontes pirogênicas, como a combustão incompleta de material orgânico, além das 
emissões industriais e de veículos (Yunker et al., 2002). Os HPAs de menor massa 
molecular, com dois a três anéis aromáticos, são associados às fontes petrogênicas, 
como derramamento de petróleo e seus derivados (Abdel-Shafy e Mansour, 2016). Os 
HPAs também podem ser biogênicos, sendo sintetizados por algumas plantas e bactérias 
ou formados durante a degradação de matéria orgânica (Krauss et al., 2005). Esses 
compostos apresentam efeitos carcinogênicos e mutagênicos (NRC 2003; Saha et al., 
2009), além de uma alta toxicidade, que ocasiona diversos riscos ao meio ambiente, 
podendo impactar desde o nível celular até níveis ecológicos superiores (Anderson e 
Lee, 2006).  
Organismos bênticos marinhos são considerados bons indicadores de poluição 
devido à sua associação com o fundo, onde os contaminantes tendem a se acumular, o 
que dificulta que evitem a exposição ao poluente ou outras condições adversas em sua 
volta (Hyland et al., 2005). Com isso, esses animais são frequentemente usados para 
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avaliar os danos causados por derrames de óleo, por responderem rapidamente às 
mudanças ambientais (Dauvin et al., 2010). Moluscos filtradores, em particular, são 
considerados sentinelas adequados para monitoramento ambiental devido à sua 
capacidade de bioacumulação de contaminantes (Solé et al., 2009).  
A exposição de organismos aos xenobióticos podem produzir espécies reativas 
de oxigênio (ERO) (Monserrat et al., 2007; Lüchmann et al., 2011), que também 
ocorrem naturalmente durante os processos metabólicos celular (Vidal-Liñán e Bellas, 
2013). As EROs são subprodutos de reações de biotransformação (Reis-Henriques et 
al., 2009), e quando ocorrem em níveis elevados podem causar danos às proteínas, ao 
DNA e aos lipídios, prejudicando o funcionamento normal celular (Livingstone, 2001; 
Yin et al., 2007). A preservação da célula contra os danos oxidativos está ligada às 
defesas antioxidantes, que podem ser enzimáticas e não enzimáticas (Kaloyianni et al., 
2009 Lüchmann et al., 2011; Turja et al., 2013). A transformação de xenobióticos no 
sistema biológico possui duas principais fases, que são divididas em biotransformação 
(Fase I) e conjugação (Fase II). O processo metabólico da fase I é descrito como reações 
oxidativas catalisadas pelo sistema de oxigenase de função mista (OFM), que estão 
ligadas ao um grupo de enzimas do citocromo P450, já a fase II é definida pela 
atividade da glutationa -S- transferase (Van der Oost et al., 2003). 
Os HPAs estão entre os xenobióticos mais prejudiciais em ambientes aquáticos 
devido à sua baixa solubilidade em água e a retenção de partículas assentadas nos 
sedimentos (Bacosa e Inoue, 2015). O tráfego de embarcações de pequeno e médio 
porte em ambientes costeiros e estuarinos é responsável pela liberação de produtos 
derivados do petróleo com frequência e intensidade variáveis (NRC, 2003). A maioria 
dessas embarcações utiliza óleo diesel marítimo como combustível, que causam 
diversos impactos ecológicos, além dos acidentes com petróleo e seus derivados em 
ambientes costeiros, demandarem operações de remediação mais caras e demoradas 
quando comparadas a outros ambientes marinhos (Etkin, 2001). 
Uma das ações de resposta para os derrames de petróleo e seus derivados em 
ambientes costeiros é aplicação de remediadores químicos. Esses produtos são 
utilizados para remover o óleo de superfícies sólidas presentes em praias, manguezais e 
costões rochosos (Baxter et al., 2018). A aplicação de remediadores químicos no Brasil 
é regulamentada pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) por meio da 
Resolução 463/14, considerando os benefícios que podem ocorrer com o uso adequado 
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de remediadores na recuperação de ecossistemas contaminados (CONAMA 463/14). 
Contudo, pouco se sabe sobre os impactos desses produtos químicos em organismos 
estuarinos, que podem ser afetados durante o trabalho de remediação (Baxter et al., 
2018).  O Accell Clean SWA® é um remediador químico registrado pelo IBAMA para o 
uso no Brasil. Ele é composto por surfactantes e proteínas não enzimáticas que aceleram 
a biodegradação natural do petróleo, com a indução do consumo por bactérias, sem 
aumentar a biomassa bacteriana (DeLorenzo et al., 2017).  Esses produtos costumam ter 
propriedades de elevação e dispersão e/ou elevação e flutuação (Michel e Rutherford, 
2013). Os produtos de elevação e dispersão agem para emulsionar e dispersar o óleo no 
ambiente. Com isso, esse efluente deve ser contido e devidamente tratado. Os 
remediadores de elevação e flutuação são produtos que permitem que o óleo flutue sem 
dispersá-lo, assim as manchas de óleo que ficam na superfície podem ser recuperadas 
(Michel e Rutherford, 2013). 
Os remediadores químicos usualmente são aplicados diretamente nas superfícies 
oleadas e são permitidos a penetrar por um determinado tempo para sua ação. A após a 
aplicação, o óleo e o remediador químico são lavados com água do ambiente, e essa 
água é retirada do local para evitar contaminação (Michel, et al, 2001). Os remediadores 
químicos geralmente são aplicados em pequenas áreas na zona entre-marés, sendo 
aplicados manualmente ou pulverizados por grandes veículos (Chen, et al, 2019) Os 
sedimentos oleados são lavados com o remediador químico e retornam à costa, 
enquanto a solução de lavagem usada é retida para um descarte adequado (Fingas, 2012; 
Lee et al, 2015; Chen et al; 2019). 
A aplicação do remediador químico pode agir positivamente na recuperação do 
local, contudo seu uso é limitado devido à escassez de instruções e preocupações quanto 
ao seu possível efeito prejudicial (Chen et al, 2019). O desenvolvimento de estudos que 
avaliam os possíveis efeitos ambientais com a interação do óleo e os remediadores 
químicos é importante para elucidar a eficiência da estratégia que utilizam esses 
produtos (Chen et al, 2019). Com isso, este estudo teve como objetivo avaliar as 
respostas das defesas antioxidantes e dano celular no bivalve Anomalocardia brasiliana, 
experimentalmente exposto a óleo diesel e ao remediador químico Accell Clean SWA®. 
Adicionalmente, foram avaliadas medidas crescimento e sobrevivência dos animais 
previamente expostos em laboratório e devolvidos para o campo durante 2 meses. 
Foram testadas as seguintes hipóteses: 1) Se o óleo diesel e o óleo diesel com o 
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remediador químico provocam alterações nos parâmetros de estresse oxidativo e de 
dano celular, então podem ocorrer diferenças significativas dessas respostas entre os 
animais experimentalmente expostos aos tratamentos com os contaminantes e o 
controle, 2) Se o remediador químico biodisponibilizar maiores quantidades de HPAs 
na coluna d’água, então o tratamento com diesel e o remediador químico pode provocar 
uma maior resposta nas defesas antioxidantes do que o tratamento com apenas diesel, 3) 
Se o óleo diesel e o óleo diesel com o remediador químico afetam o crescimento e a 
sobrevivência de A. brasiliana, então os organismos expostos a esses tratamentos em 
laboratório e posteriormente devolvidos para o campo, podem apresentar, ao longo de 
60 dias, menores taxas de crescimento e maiores níveis de mortalidade, quando 
comparados com os indivíduos do grupo controle.  
Pretende-se com os resultados deste estudo auxiliar na tomada de decisão quanto 
ao uso de remediadores químicos em áreas impactadas pelo óleo. Por meio de 
experimentos manipulativos em campo e laboratório, foram integradas as respostas de 
crescimento e um conjunto parâmetros bioquímicos no bivalve A. brasiliana. 
 
2. Materiais e métodos  
 
2.1 Área de estudo 
 
Os organismos foram coletados e devolvidos para o campo em uma planície 
entre-marés na Ilha de Papagaios (25°30′30,2 S; 48°28′9.7 W), localizada no 
subestuário polihalino do Canal da Cotinga (Fig. 1). O regime de maré nessa região é 
semidiurno com desigualdades diurnas e a amplitude da maré pode atingir 1,7 m (Lana 
et al., 2001; Marone et al., 2005). O sedimento é composto por areias finas e bem 
classificadas (Souza et al., 2013), que é normalmente coberto com biofilmes de 
diatomáceas ou algas marinhas (Fonseca et al., 2013). 
O subestuário do Canal da Cotinga é uma das rotas de descargas de esgoto da 
cidade de Paranaguá (Barboza et al., 2013; Souza et al., 2013),  além de outras fontes de 
impacto que incluem atividades industriais relacionadas a um terminal de petróleo, um 
porto de grãos e o turismo, que podem contribuir para um aumento do descarte de 
derivados do petróleo, esgotos domésticos e industriais, metais pesados e poluentes 
orgânicos (Abreu-Mota et al., 2014). Apesar dessas fontes de contaminação, o 
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sedimento do subestuário da Cotinga, onde fica localizada a Ilha dos Papagaios, é 
considerado não contaminado por HPAs, quando comparado com outras regiões 
urbanizadas, como o estuário de Santos e a Baía de Guanabara (Cardoso et al., 2016; de 
Abreu-Mota et al., 2014). 
 
Fig. 1. Mapa da Baía de Paranaguá indicando o local de coleta dos organismos e a planície de maré 
utilizada para o experimento. 
 
2.2. Delineamento experimental  
 
 Foram coletados 600 indivíduos de A. brasiliana na planície de maré da Ilha dos 
Papagaios, em abril de 2019. Os organismos foram levados para o laboratório e 
aclimatados por 48 horas em um tanque com 50 litros de água marinha filtrada (25 de 
salinidade, 20 °C), aeração constante e fotoperíodo de 16h:8 h L/E. O comprimento 
médio dos organismos coletados foi de 18,1 mm, medido no eixo ântero-posterior com 
um paquímetro com precisão de 0,05 mm. Os indivíduos não foram alimentados durante 
o experimento de laboratório e tempo de aclimatação.   
O experimento consistiu em quatro tratamentos: controle (C; apenas água do 
mar), controle do remediador químico (SWA; água do mar com adição do remediador 
químico Accell Clean SWA®), óleo diesel disperso mecanicamente (D; óleo diesel 
misturado à água do mar por agitação), e óleo diesel com o remediador químico Accell 
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Clean SWA® (D+SWA). Para as concentrações dos tratamentos de óleo diesel e óleo 
diesel com remediador químico foram feitas com uma fração de óleo diesel acomodada 
em água e uma fração de óleo diesel e o remediador quimicamente acomodada em água. 
A exposição em laboratório foi definida para um melhor controle das soluções testes e 
dos parâmetros físico-químicos do experimento. Os quatro tratamentos experimentais 
foram aleatoriamente alocados em 12 aquários (três aquários por tratamento), aos quais 
foram adicionados 50 indivíduos (total de 150 organismos por tratamento) de 
Anomalocardia brasiliana para a exposição de 48 h em laboratório. Após a exposição, 
cinco indivíduos de cada réplica dos tratamentos foram retirados para análise de 
biomarcadores. As glândulas digestivas de A. brasiliana foram armazenadas a -80 ºC 
até a realização das análises.  
  Após o período em laboratório, os indivíduos remanescentes foram devolvidos 
para o campo no mesmo local em que foram coletados para a avaliação dos parâmetros 
bioquímicos e fisiológicos desses animais após a contaminação. Os organismos 
devolvidos para o campo foram divididos em dois grupos: o primeiro para a avaliação 
dos parâmetros bioquímicos durante 60 dias. Os 4 tratamentos tinham 35 organismos 
em cada uma de suas 3 réplicas (105 indivíduos por tratamento). Esses indivíduos foram 
alocados em câmaras de ensaio, tal como descritas por Díaz-Jaramillo et al. (2013) com 
8 organismos por câmara. Ao longo do experimento foram realizadas 4 coletas no 
período de 10 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias. A cada coleta eram retiradas 3 câmaras 
replicadas de cada tratamento para a avaliação dos parâmetros bioquímicos. O segundo 
grupo era composto por 10 organismos em cada uma das três réplicas (30 indivíduos 
por tratamento), onde foram alocados no campo dentro da câmara de ensaio, para serem 
medidos com um paquímetro, durante os 4 tempos para a análise do crescimento. Os 
organismos foram identificados com marcações de esmalte de colorações diferentes 
para cada tratamento. Durante o experimento, eram considerados mortos os animais que 
estavam com a concha aberta, além de ser observado o movimento do sifão como um 
sinal de vitalidade dos organismos que estavam vivos no experimento.  
O experimento totalizou 48 câmaras de ensaio para a análise dos parâmetros 
bioquímicos, com retiradas parciais depois nos tempos de 10, 30, 45 e 60 dias, além de 
12 câmaras de ensaio para a medição do comprimento dos indivíduos. O experimento 
ocupou uma área de 10 × 8 m no campo, dividida em 60 parcelas de 1 × 1 m em 6 filas 
com 10 parcelas, com cada tratamento disposto aletoriamente dentro de uma câmara de 
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ensaio no centro de cada parcela (Fig.2). A cada 2 filas havia um corredor de um metro 
de largura, para facilitar a movimentação e impedir a perturbação das unidades 
experimentais devido ao pisoteio durante a retirada das amostras. Em todos os tempos, 
foram coletados 5 indivíduos adultos de A. brasiliana para análise dos parâmetros 
bioquímicos fora dos tratamentos, como um controle do campo.  
 
 
Fig. 2. Delineamento experimental das 60 parcelas dispostas na planície de maré na Ilha dos Papagaios.  
 
2.3. Fração de óleo diesel acomodada em água (FAD) e Fração de óleo diesel e 
remediador quimicamente acomodado em água (FQAD) 
 
O remediador químico Accell Clean SWA® registrado pelo IBAMA para uso no 
Brasil, foi cedido pela empresa Verus Ambiental. O óleo diesel foi comprado 
diretamente em uma estação de abastecimento marítimo local. Ambos foram 
armazenados protegidos da luz a 20 °C. Para a realização da fração de óleo diesel 
acomodada em água, foi seguida a metodologia de Hemmer et al. (2011). A fração foi 
realizada em um ambiente limpo, com a adição de 16 litros de água marinha filtrada 
com 25 de salinidade. Para a agitação da solução, foi utilizada uma bomba submersa 
com uma circulação de baixa energia. No centro do vortex foram adicionados 25g de 
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óleo diesel por litro de água. A fração foi tampada e mantida no escuro durante 18 h de 
agitação e 6 h de repouso. Após esse tempo, foi retirada a fração de água acomodada 
sem perturbar a camada superficial de óleo. A preparação da fração do remediador e 
óleo diesel quimicamente acomodada em água seguiu a metodologia acima, com a 
adição de 2,5 g/l do remediador químico Accell clean SWA® e 25 g/l do óleo diesel 
(diluição 1:10) de acordo com Baxter et al. (2018).  
Um teste preliminar nas concentrações de 5%, 25%, 50%, 75% e 100% das 
frações (FAD) e (FQAD) foi realizado, com a adição de 20 organismos para cada 
concentração durante 96 horas. Após o período de exposição, o percentual de 
mortalidade foi observado, para definir a maior concentração que tivesse uma 
mortalidade igual ou inferior a 10% para evitar que faltasse material ao longo do 
experimento. Nessas condições, a concentração de 50% das soluções preparadas foi 
definida para os tratamentos de óleo diesel (D) e óleo diesel e o remediador químico 
(D+SWA).  Um tratamento apenas com o Accell Clean SWA®, na concentração de 
2,5g/l foi feito, para representar um controle do remediador químico.  
 
2.4. Concentração de HPAs 
 
A concentração de HPAs foi determinada para todos os tratamentos ao final do 
período de exposição. Para isso, aproximadamente 200 mL de água foram coletadas de 
cada grupo e armazenadas a -20 °C em garrafas de vidro âmbar. A metodologia aplicada 
para medidas de HPAs nos tratamentos foi descrita por UNEP (1992) e Martins et al. 
(2011). Para esse trabalho, foram analisados os 16 HPAs prioritários, classificados pela 
USA (2001) [HPAs com 2-3 anéis: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, 
fenantreno e antraceno; HPAs com 4-6 anéis: fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, 
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno e HPAs alquilados: C1-, C2- 
C3-naftalenos e C1-fenantreno]. 
As amostras de águas foram extraídas por 8 h com 80 mL de uma mistura (1:1) 
de n-hexano/diclorometano (DCM). Para avaliar o método analítico e quantificar os 
HPAs, foram adicionados em cada balão de extração padrões substitutos (naftaleno-d8, 
acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e perileno-d12). O extrato foi purificado 
por cromatografia em coluna usando alumina e sílica desativada a 5%. Os 
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hidrocarbonetos foram removidos eluindo 15 mL de uma mistura de 30% de DCM em 
n-hexano. A fração foi concentrada em um evaporador rotativo a vácuo e o extrato 
resultante foi armazenado para a identificação e quantificação dos HPAs. O estrato final 
foi utilizado para a análise de cromatografia gasosa em um cromatograma GC Agilent 
(modelo 6890) acoplado a um detector de espectrômetro de massa Agilent (MSD inerte 
Agilent 5975C com detector de eixo triplo) e uma coluna capilar de sílica fundida. O 
hélio foi usado como gás de arraste. Os HPAs foram identificados por tempos de 
retenção adequados e fragmentos de massa iônica com misturas padrões.  
 
2.5. Parâmetros bioquímicos  
 
Um pool de aproximadamente 100 mg de glândula digestiva foi homogeneizado 
(1:10 peso/volume) em buffer de fosfato de potássio (0,1 M; pH 7,0), com auxílio de 
um homogeneizador IKA T10 Ultra-Turrax. O homogenato foi centrifugado a 15.000g 
por 30 minutos (4ºC) e o sobrenadante foi aliquotado em microtubos tipo Eppendorf e 
armazenado a -80ºC. O sobrenadante foi utilizado para quantificar o teor de proteínas, 
as atividades de superóxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST), 
glutationa peroxidase (GPx) e níveis de glutationa reduzida (GSH) e peroxidação 
lipídica (LPO). A concentração total de proteínas foi medida a 595 nm, seguindo o 
método de Bradford (1976), com albumina de soro bovino como padrão. Para a 
atividade da glutationa S-transferase (GST), as amostras foram diluídas para 1 mg/ml 
proteína. A atividade de (GST) foi medida a 340 nm, de acordo com o método de Keen 
et al. (1976), usando 3 mM de cloro-2,4-dinitrobenzeno e glutationa. Para superóxido 
dismutase (SOD), as amostras foram diluídas para 1:10 v/v em buffer de fosfato de 
potássio (0,1 M; pH 7,0). A atividade da SOD foi medida a 440 nm, usando tampão Tris 
/ EDTA (1 M / 5 mM; pH 8,0), ácido pirogálico 15 mM e HCl 1 N, de acordo com Gao 
et al. (1998). A atividade de GPx foi medida 340 nm, segundo Hafeman et al. (1974), 
usando tampão fosfato de sódio (0,1 M pH 7), NaN3 2 mM, NAPH 0,2 mM, GSH 2 
mM e GR 1μM. Os níveis de glutationa reduzida (GSH) foram medidos a 405 nm, de 
acordo com Sedlak e Lindsay (1968), usando o tampão Tris-Base (0,4 M; pH 8,9), 
soluções de 50% e 10% ácido tricloro acético, 10 mM e 2,5 mM de (DTNB). Os níveis 
de peroxidação lipídica (LPO) foram medidos a 570 nm, segundo o método de Jiang et 
al. (1992), usando laranja de xilenol 100 μM, H2SO 25 mM, BHT 4,4 μM, sulfato 
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ferroso amoniacal 250 μM e metanol. Todas as leituras foram feitas com um leitor de 
microplacas BioTek Elx 808.  
 
2.6. Análise dos dados 
 
Variações nas taxas de crescimento dos espécimes devolvidos para o campo 
foram avaliadas por uma análise de variância (ANOVA) de medidas repetidas com 
Tratamento (quatro níveis, fixo: C, SWA, D, D+SWA) e Tempo (quatro níveis, fixo: 10, 
30, 45 e 60 dias; ortogonal a Tratamento) como fatores. O teste de Mauchly foi aplicado 
para avaliar o pressuposto da esfericidade e, diante de sua violação, a correção de 
Greenhouse-Geisser foi aplicada. Comparações múltiplas a posteriori foram conduzidas 
nos termos significativos do modelo, com o nível de significância α ajustado pela 
correção de Holm. 
A diferença na taxa de mortalidade entre tratamentos (C, SWA, D, D+SWA) 
durante o período de 60 dias foi analisada por um teste de igualdade de proporções. No 
caso de rejeição da hipótese nula de que a probabilidade de morte não difere 
significativamente entre tratamentos, comparações múltiplas a posteriori foram 
conduzidas com α ajustado pela correção do Holm. 
As diferenças na atividade da SOD, GST, GPx e nos níveis de LPO e GSH 
foram testados individualmente por modelos lineares mistos com a seguinte estrutura: 
Tratamento (Tr, fixo, quatro níveis: C, SWA, D, D+SWA;), Tempo (Ti, fixo, cinco 
níveis: 48 h, 10, 30, 45, 60 dias; ortogonal a Tr). Mesmo após transformação, os dados 
apresentaram-se extremamente heterocedásticos, então os modelos foram construídos 
com diferentes estruturas de variância para Tratamento, Tempo e sua interação. Após 
determinar a melhor estrutura de variância, a estrutura de efeitos fixos foi definida. 
Todo o processo de seleção foi fundamentado na significância dos termos do modelo e 
no critério de informação Akaike (AIC) conforme o protocolo descrito por Zuur et al. 
(2009). Termos significativos da estrutura fixa (α = 0,05) foram testados por 
comparações post-hoc de médias de mínimos quadrados. A validação dos modelos 
selecionados foi realizada a partir de gráficos diagnósticos de normalidade dos resíduos 
e homogeneidade conforme recomendado por Zuur et al. (2009). 
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Todas as análises estatísticas e os gráficos foram produzidos no ambiente R (R 
Core Tem, 2019) com auxílio dos pacotes ez (Lawrence, 2016), nlme (Pinheiro et al., 
2019), emmeans (Lenth, 2020) e ggplot2 (Wickham, 2016). 
 




Os valores relativos às concentrações totais de HPAs (∑ HPAs) em todos os 
tratamentos constam na Tabela 1. As concentrações totais de HPAs variaram de 0,39 
(no controle) a 17,07 μg/l (no tratamento D+SWA). 
 
Tabela 1: Concentrações (μg/l) de HPAs na água exposta aos tratamentos experimentais. ∑HPAs 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos totais (μg/l), totais de Alquilados HPAs (μg/l), totais de HPAs 
com 2 – 3 anéis (μg/l); totais de HPAs com 4 – 6 anéis (μg/l).  
 C SWA D D + SWA 
∑ HPAs 0,39 1,36 2,58 17,07 
Alquilado  0,10 0,22 1,70 11,80 
2 – 3 anéis  0,29 0,51 0,76 4,51 
4 – 6 anéis  n.d.  0,63 0,12 0,76 
n.d.= Não detectado 
 
As concentrações de HPAs Alquilados encontram-se de 0,10 μg/l (Controle) a 
11,80 μg/l (D+SWA). Os HPAs Alquilados apresentaram maiores concentrações na 
água dos tratamentos D e D+SWA, indicando origem petrogênica (Saha et al., 2009), 
por derreamento direto do contaminante. As concentrações de HPAs com 2 – 3 anéis, 
permaneceram de 0,29 μg/l a 4,51 μg/l, indicando uma maior contaminação desses 
compostos, em relação aos HPAs de 4 – 6 anéis, que tem sua origem em fontes 
pirogênicas (0,63 μg/l a 0,76 μg/l).  
 
3.2 Crescimento e mortalidade 
 
Não foram detectadas diferenças significativas no tamanho médio de A. 
brasiliana entre tratamentos (Fig. 3) (ANOVA de medidas repetidas, gl = 3,8; F = 1,72; 
P > 0,05), nem na interação entre tratamentos e tempos (gl = 9,24; F = 0,51; P > 0,05).  
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O tamanho médio de A. brasiliana diferiu forma significativa entre tempos após a 
exposição (gl = 3,24; F = 14,67; P < 0,001). Comparações a posteriori revelaram uma 
diferença significativa no tamanho médio dos indivíduos entre os tempos de 10 e 60 
dias.   
 
 
Fig. 3. Tamanho médio (  erro-padrão) de Anomalocardia brasiliana nos tempos de 10, 30, 45 
e 60 dias. Os tratamentos são identificados por: Controle (C, círculos brancos), apenas o 
remediador químico (SWA, quadrados brancos), apenas óleo diesel (D, círculos preto) e óleo 
diesel com o remediador químico (D+SWA, quadrados pretos). 
 
A probabilidade de morte variou significativamente entre tratamentos durante o 
período de 60 dias (teste de igualdade de proporções, gl = 3; 2 = 16,42; P < 0.001). 
Comparações a posteriori revelaram diferenças significativas na proporção de 
indivíduos mortos entre o tratamento C (0%) e os tratamentos SWA (9,3%) e D+SWA 
(7,3%), que não diferiram entre si. A proporção de mortos em D (3,3%) não diferiu da 
observada nos demais tratamentos.  
 




 As atividades da SOD (Tabela 2; Fig.4) e GPx (Tabela 2; Fig.5) e os níveis de 
GSH (Tabela 2; Fig.7) apresentaram diferenças significativas na interação entre 
tratamento e tempo. Os níveis de LPO variaram significativamente entre tempos (Tabela 
2; Fig.8), enquanto a atividade da GST não apresentou diferenças significativas (Tabela 
2; Fig.6) 
 
Tabela 2. Modelos lineares ajustados para os diferentes parâmetros de estresse oxidativo. Para cada 
parâmetro, a estrutura da variância dos modelos selecionados é apresentada no primeiro painel. A 
estrutura fixa dos modelos selecionados é apresentada no segundo painel (Tr = Tratamento, Te = Tempo), 
juntamente com a análise de variância e testes post-hoc das médias dos mínimos quadrados entre 
tratamentos (C = controle, SWA = remediador, D = diesel, D+SWA = diesel com remediador) e tempos 
(48h, 10d, 30d, 45d, 60d). Nas comparações post-hoc letras distintas indicam P < 0.05 e letras iguais 
indicam P > 0.05. 
SOD  GPx 
Estrutura da variância: ~ 1|Tr  Estrutura da variância: ~ 1|Tr*Te 
C SWA D D+SWA   C SWA D D+SWA 
1.000 0.669 1.389 2.065  48h 1.000 0.158 0.920 0.034 
     10d 1.128 1.720 0.063 0.925 
     30d 0.339 0.166 0.557 0.007 
     45d 1.413 0.064 0.656 0.174 
     60d 0.069 0.690 0.076 1.181 
Estrutura dos efeitos fixos: SOD ~ Tr*Te  Estrutura dos efeitos fixos: GPx ~ Tr*Te 
Fonte dfnum/dfden F P  Fonte dfnum/dfden F P 
Tr 3/40 0.5506 0.6507  Tr 3/40 33.9703 < 0.001 
Te 4/40 25.1271 < 0.001  Te 4/40 21.7677 < 0.001 
Tr*Te 12/40 1.8526 0.0720  Tr*Te 12/40 21.5049 < 0.001 
Post-hoc: entre níveis de Tr para cada nível de Te  Post-hoc: entre níveis de Tr para cada nível de Te 
 C SWA D D+SWA   C SWA D D+SWA 
48h a a a a  48h a a a a 
10d a a a a  10d a a a a 
30d a a a a  30d ab a bc c 
45d a a a a  45d a a a a 
60d a a b ab  60d a a a a 
GST  GSH 
Estrutura da variância: homogênea  Estrutura da variância: homogênea 
Estrutura dos efeitos fixos: GST ~ 1  Estrutura dos efeitos fixos: GSH ~ Tr*Te 
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Fonte dfnum/dfden F P  Fonte dfnum/dfden F P 
Tr 3/40 0.3415 0.7954  Tr 3/40 1.7802 0.1664 
Te 4/40 0.3851 0.8180  Te 4/40 12.8689 < 0.001 
Tr*Te 12/40 1.0381 0.4350  Tr*Te 12/40 2.3111 0.0236 
  Post-hoc: entre níveis de Tr para cada nível de Te 
       C SWA D D+SWA 
      48h a a a a 
      10d a a a a 
      30d a a a a 
      45d a a a a 
      60d a a b ab 
LPO   
Estrutura da variância: ~ 1|Tr*Te      
 C SWA D D+SWA      
48h 1.000 0.723 0.461 0.445      
10d 0.749 0.400 0.328 0.115      
30d 0.456 0.256 0.451 0.106      
45d 0.102 0.120 0.015 1.035      
60d 0.674 0.145 0.684 0.172      
Estrutura dos efeitos fixos: LPO ~ Te      
Fonte dfnum/dfden F P      
Te 4/55 12.1790 < 0.001      
Post-hoc: entre níveis de Te      
48h 10d 30d 45d 60d      
a a a b a      
 
Para SOD, a única diferença significativa, em relação ao controle, ocorreu no 





Fig. 4. Atividade de superóxido dismutase (SOD) nos tratamentos controle (C), remediador químico 
(SWA), óleo diesel (D) e óleo diesel com o remediador químico (D+SWA) nos tempos de 48 h, 10 d, 30 
d, 45 d, 60 d. 
 
A atividade da GPx variou significativamente na interação entre tratamentos e 
tempos. Comparações a posteriori revelaram uma indução nos tratamentos C e SWA no 
tempo de 30 dias (Tabela 2; Fig. 5). 
 
 
Fig. 5. Atividade de glutationa peroxidase (GPx) nos tratamentos controle (C), remediador químico 
(SWA), óleo diesel (D) e óleo diesel com o remediador químico (D+SWA) nos tempos de 48 h, 10 d, 30, 





Fig. 6. Atividade de glutationa-S-transferase (GST) nos tratamentos controle (C), remediador químico 
(SWA), óleo diesel (D) e óleo diesel com o remediador químico (D+SWA) nos tempos de 48 h, 10 d, 30 
d, 45 d, 60 d. 
 
Com 60 dias da exposição, os níveis de GSH aumentaram nos tratamentos D e 
D+SWA, contudo, comparações a posteriori das médias revelaram que apenas o 
tratamento D teve médias com diferença significativa em relação ao controle e ao 









Fig. 7. Níveis de glutationa reduzida (GSH) nos tratamentos controle (C), remediador químico (SWA), 
óleo diesel (D) e óleo diesel com o remediador químico (D+SWA) nos tempos de 48 h, 10 d, 30, 45, 60 d. 
 
 Os níveis de LPO apresentaram variações apenas entre os tempos, não diferindo 
entre os tratamentos (Tabela 2; Fig. 8). Os níveis de LPO foram significativamente 









Fig. 8. Níveis de peroxidação lipídica (LPO) nos tratamentos controle (C), remediador químico (SWA), 
óleo diesel (D) e óleo diesel com o remediador químico (D+SWA) nos tempos de 48 h, 10 d, 30, 45, 60 d. 
 
4. Discussão  
 
4.1 HPAs  
 
As concentrações totais de HPAs nos tratamentos com adição de diesel foram de 
2,58 μg/l para o tratamento D e 17,07 μg/l para o tratamento D+SWA. Essa diferença 
indica que o remediador biodisponibilizou mais HPAs no tratamento D+SWA. De 
acordo com Chen et al. (2004), locais altamente poluídos por HPAs, por meio de fontes 
pontuais industriais, deposição atmosférica e escoamento urbano possuem níveis 
superiores 10 μg/l, indicando que o tratamento D+SWA está altamente contaminado por 
esses compostos.   
As concentrações encontradas nos controles se estabeleceram entre 0,39 μg/l 
para o controle C e 1,36 μg/l para o controle SWA, apontando baixas concentrações de 
HPAs, e por seguinte, uma não contaminação dos tratamentos (valores < 10 μg/l). O 
grupo de HPAs com maiores concentrações nas amostras foram os alquilados. Estes 
compostos, por sua vez, termodinamicamente instáveis e desaparecem durante a 
combustão, indicando uma origem petrogênica, com o lançamento direto de petróleo e 
seus derivados (exposição experimental direta ao diesel). Esses compostos tendem a se 
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associar ao material orgânico particulado na coluna d’água, sendo degradado 
rapidamente (Saha et al., 2009).   
As concentrações de HPAs com 2-3 anéis foram maiores que os HPAs com 4-6 
anéis, em todos os tratamentos experimentais, exceto no tratamento SWA. As 
características hidrofóbicas entre esses diferentes grupos de HPAs são influenciadas 
pelo tipo de amostra, por isso os HPAs de menor peso molecular (2-3 anéis), que 
apresentam uma menor hidrofobicidade, tendem a ser mais abundantes na coluna de 
água e estarão principalmente associados aos sólidos em suspensão. Os HPAs de alto 
peso molecular (4-6 anéis) apresentam maior hidrofobicidade e geralmente estão 
associados ao fundo, no sedimento (Luo et al., 2006). Os HPAs de menor massa 
molecular, além de apresentarem menor hidrofobicidade e maior disponibilidade em 
amostras de água, estão associados ao derramamento direto de petróleo e seus 
derivados, indicando exatamente a exposição direta pelo experimento, associados a 
fontes petrogênicas (Abdel-Shafy e Mansour, 2016). Os HPAs com maior massa 
molecular, com mais de três anéis aromáticos, são comumente originados de fontes 
pirogênicas, como a combustão incompleta de material orgânico, além das emissões 
industriais e de veículos (Yunker et al., 2002). 
 
4.2 Crescimento e mortalidade 
 
Não houve diferença significativa no crescimento médio dos indivíduos que 
pudesse ser atribuído à exposição experimental ao óleo diesel e ao óleo diesel com 
remediador químico. No entanto os organismos do tratamento D+SWA não 
apresentaram crescimento entre os tempos de 10 e 30 dias, que após a esse intervalo de 
tempo, reestabeleceu seu crescimento Os organismos expostos aos contaminantes 
tinham em média 18,1 mm, sendo considerados juvenis entrando para fase adulta 
(Boehs et al, 2008). Bivalves adultos têm a capacidade de detectar xenobióticos e fechar 
suas valvas para evitar a exposição de contaminantes (Van Hassel e Farris 2007), 
existindo uma dificuldade de obter respostas precisas em testes de toxicidade aguda em 
bivalves adultos (Cope et al., 2008). Devido a isso, testes crônicos e medidas subletais 
significativas de aptidão, como saúde fisiológica e sucesso reprodutivo podem elucidar 
de maneira mais eficiente os impactos em nível populacional (Cope et al., 2008). No 
entanto apesar das limitações das medidas de aptidão, este estudo conseguiu identificar 
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diferença entre o tamanho médio dos indivíduos durante a avaliação de 60 dias, porém a 
diferença no crescimento dos organismos não está relacionada à exposição 
experimental. 
Apesar de não ocorrer uma diferença significativa no crescimento dos 
organismos, os indivíduos do tratamento SWA e D+SWA apresentaram uma 
mortalidade significativa entre os demais grupos, indicando uma possível toxicidade do 
remediador químico nas condições experimentais. Baxter et al, 2018 realizaram testes 
para avaliar a toxicidade do Accell Clean SWA, e obtiveram a concentração de 37 mg/L 
com mortalidade significativa em relação ao controle  para larvas e organismos adultos 
de Palaemonetes pugio, o estudo também identificou uma mortalidade de 100% das 
larvas e adultos em 50% e 100%  de uma fração acomodada quimicamente  com 25g/l 
de óleo bruto e 2,5 g/l de Accell Clean SWA. DeLorenzo et al, 2017 em um teste de 
mesocosmo com óleo bruto e o remediador Accell Clean SWA® também obtiveram 
100%  de mortalidade para organismos da família Amphipoda e da classe Polychaeta 
após 14 dias de exposição. Com tudo, embora os remediadores químicos possam ser 
uma alternativa para a retirada do óleo e seus derivados em ambientes costeiros, muitos 
estudos ainda precisam ser aplicados com a finalidade de compreender a toxicidade 
desses agentes, que podem potencializar seus efeitos deletérios conforme o ciclo de vida 
e até mesmo as condições ambientais (Chen et al, 2019)  
 
4.3 Parâmetros bioquímicos  
 
Os tratamentos com os contaminantes apresentaram uma indução de defesas 
antioxidantes no tempo de 60 dias, indicando uma resposta tardia ao estresse oxidativo. 
Entretanto, nem todos os parâmetros bioquímicos apresentaram respostas à 
contaminação por diesel. A atividades de SOD e os níveis de GSH aumentaram 
significativamente no tratamento D em relação ao controle no tempo de 60 dias, além de 
ocorrer uma indução da atividade de GPx nos tratamentos C e SWA, quando  
comparados com os tratamentos com os contaminantes no tempo de 30 dias. Apesar do 
tratamento D+SWA apresentar maiores concentrações de HPAs na coluna d’água, e a 
atividade de SOD e os níveis de GSH serem relativamente elevados, esse tratamento 
não apresentou médias com diferença significativa em relação ao controle, indicando 
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que nem o remediador químico e nem maiores quantidades de HPAs intensificaram as 
defesas antioxidantes nas condições experimentais.  
A SOD exerce a primeira linha de defesa contra danos oxidativos, liberando 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio (O2), aumentando assim a tolerância e a 
persistência de organismos em ambientes contaminados (Kappus, 1985; Livingstone, 
2001). A indução da atividade da SOD pode estar relacionada ao aumento do nível de 
superóxidos, causados pelos contaminantes. Essa indução da atividade enzimática 
ocorre como uma defesa antioxidante. (Van der Oost et al., 2003; Lima et al., 2007; 
Lüchmann et al., 2011). Neste estudo, a atividade da SOD não apresentou indução 
significativa pelos contaminantes nos tempos de 48 h, 10, 30, 45 dias, tendo uma 
resposta tardia no tempo de 60 dias. A indução da SOD nos tratamentos com os 
contaminantes aponta que ocorreu uma resposta antioxidante devido à produção de 
superóxidos pelos organismos desses grupos, apresentando um efeito ao longo prazo, o 
que demonstra que exposições agudas podem apresentar respostas antioxidantes tardias.  
Neste estudo, os maiores níveis de GSH estiveram associados aos tratamentos 
com a adição de diesel no tempo de 60 dias, também indicando efeito a longo prazo pela 
exposição aguda. A concentração celular basal de glutationa pode ficar um estado 
reduzido pela atividade da GR ou pela síntese de GSH pela à ação de duas enzimas. 
(Meister e Anderson 1983; Wu et al., 2004). A GSH também é considerada uns dos 
primeiros meios de defesa antioxidante, assim, sua síntese pode ser aumentada devido a 
uma adaptação do mecanismo para diminuir o estresse oxidativo (Zhang et al., 2003; 
Ying et al., 2007); no entanto, um estresse oxidativo grave pode suprimir os níveis de 
GSH devido à perda de adaptabilidade no mecanismos da sua síntese. (Zhang et al., 
2003; Ying et al., 2007).  
A atividade de GST não apresentou diferença significativa em relação aos 
tratamentos com os contaminantes e os controles, o que é inesperado, uma vez que a 
GST está relacionada com a eliminação de contaminantes orgânicos, que representa a 
enzima da fase II envolvida na desintoxicação de contaminantes lipofílicos das células, 
como os HPAs (Van der Oost et al., 2003; Vidal-Linãn et al., 2014). Em um 
experimento de laboratório, Richardson et al. (2008) obtiveram poucas induções da 
atividade de GST em bivalves, sugerindo que a GST não responde imediatamente ao 
estresse oxidativo decorrente da exposição aguda (apenas 48 horas) por HPAs. Este fato 
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pode indicar que a exposição curta não foi o suficiente para ativar essa defesa 
antioxidante.  
A GPx catalisa a transformação de H2O2 em moléculas água (H2O) (Dussauze et 
al., 2015; Richardson et al., 2008). Essa enzima também é responsável pela remoção de 
hidroperóxidos e evita a formação de lipoperóxidos, auxiliando na prevenção de danos 
às membranas celulares (Oliva et al., 2010). Assim, é considerada uma enzima eficiente 
contra a peroxidação lipídica (Winston and Di Giulio, 1991). A GPx apresentou grandes 
variações durante todos os tempos, porém sua atividade teve uma indução significativa 
nos controles C e SWA no tempo de 30 dias, e logo voltou com oscilações em sua 
atividade, sem diferença entre os tratamentos. A produção de EROs tende a aumentar a 
atividade de GPx como uma defesa antioxidante (Catalano et al., 2012). No entanto, a 
resposta de GPx apresenta muitas variações quanto à sua atividade após a contaminação 
(Lüchmann et al., 2011; Marques et al., 2014; Nogueira et al., 2015), assim a indução 
inesperada da atividade nos organismos dos controles pode estar relacionado à variações 
fisiológicas sem ligação ao experimento. As oscilações entre os tratamentos e os baixos 
valores na atividade de GPx nos tratamentos contaminados por HPAs, principalmente 
no tempo de 30 dias, podem estar relacionadas a baixos níveis basais de GPx, que 
podem alterar a atividade enzimática (Oliveira et al, 2012) 
 A peroxidação lipídica (LPO) ocorre quando oxirradicais causam lesões, danos 
na membrana e ao DNA, e podem prejudicar a função celular normal (Davies, 2000; 
Livingstone, 2001). As membranas peroxidadas tornam-se rígidas, perdem 
permeabilidade seletiva, até perder sua integridade (Davies, 2000). A concentração de 
LPO, apesar de ser considerado um importante parâmetro do estresse oxidativo, não 
variou significativamente entre os tratamentos, apresentando apenas uma redução 
significativa no tempo de 45 dias. Os padrões observados podem estar relacionados a 
uma variabilidade natural e a fatores ambientais ou fisiológicos (Sandrini-Neto et al., 
2016), que não estão relacionados à exposição aguda pela fração acomodada de óleo 
diesel, pelo fato de todos os grupos apresentarem variações semelhantes em seus níveis 
em todos os tempos. Zanete et al. (2015) identificou que temperaturas baixas podem 
aumentar os níveis de LPO, que pode ser justificado por uma diminuição das defesas 
antioxidantes ou relacionado a adaptações fisiológicas a baixas temperaturas (Zanete et 
al., 2015). A realização do experimento ocorreu entre o Outono e Inverno no hemisfério 
sul, o que pode ter conduzido níveis altos e alterados de LPO no período analisado.   
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Os resultados dos parâmetros de estresse oxidativo e dano celular demonstraram 
que as defesas antioxidantes foram ativadas nos tratamentos contaminados por diesel, 
sendo que a SOD e a GSH apresentaram alterações em sua atividade e em seus níveis 
respetivamente, no tempo de 60 dias, indicando que uma exposição aguda por HPAs 
pode ocasionar efeitos a longo prazo. Os resultados também demonstram que apesar do 
tratamento D+SWA apresentar quantidades superiores de HPAs na água em relação ao 
tratamento com apenas diesel, a atividade de SOD e os níveis de GSH não tiveram 
diferença significativa em relação ao controle. A atividade da GPx também apresentou 
alterações em relações aos tratamentos contaminados, como uma indução significativa 
da atividade nos tratamentos C e SWA no tempo de 30 dias, indicando que níveis basais 
baixos dessa enzima podem alterar essa defesa antioxidante. Esses resultados 
demonstraram que o organismo teste Anomalocardia brasiliana nas condições 
experimentais apresentou uma ativação tardia das defesas antioxidantes, revelando que 
apesar da contaminação ocorrer em pequena escala de tempo (48 horas), o estresse 




O experimento com a exposição aguda à fração acomodada de óleo diesel para a 
avaliação dos parâmetros de estresse oxidativo e dano celular, junto com as respostas de 
crescimento e mortalidade apresentaram efeitos tardios. Os resultados indicam que a 
exposição aguda aos contaminantes, não foi o suficiente para provocar menores taxas de 
crescimento dos organismos expostos aos tratamentos D e D+SWA, com tudo os níveis 
de mortalidade dos tratamentos SWA e D+SWA foram significativamente maiores que 
o C e D, indicando uma possível toxicidade do remediador químico Accell Clean SWA. 
As defesas antioxidantes foram ativadas tardiamente com a indução da atividade 
da SOD e um aumento nos níveis de GSH no tratamento D, no tempo de 60 dias. Os 
tratamentos C e SWA apresentaram uma indução da atividade da GPx no tempo de 30 
dias de exposição em relação aos tratamentos com os contaminantes, podendo estar 
relacionado a níveis basais dessa enzima. Apesar do remediador químico 
biodisponibilizar maiores concentrações de HPAs no tratamento D+SWA, as 
concentrações utilizadas nesse estudo junto com a exposição aguda, não foram 
suficientes para intensificar os efeitos da combinação do óleo diesel com o remediador 
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químico quando comparados ao tratamento com apenas diesel. No entanto, apesar do 
tratamento D+SWA não apresentar respostas significativas nos parâmetros bioquímicos, 
a mortalidade expressiva do SWA e D+SWA aponta uma toxicidade do remediador 
químico, indicando uma necessidade de mais estudos que avaliem os efeitos do 
remediador químico Accell Clean SWA® em áreas impactadas por petróleo e seus 
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Tabela S1: Concentrações (μg/l) dos 16 hidrocarbonetos policíclicos aromáticos prioritários (HPAs) e 
Alquilados homólogos na água dos tratamentos experimentais.  
Compostos Controle SWA D D + SWA 
Naftaleno 0,17 0,29 0,21 0,40 
Acenaftileno 0,03 0,04 0,04 0,13 
Acenafteno n.d. 0,01 0,06 0,50 
Fluoreno 0,04 0,07 0,16 1,57 
Fenantreno 0,04 0,07 0,23 1,73 
Antraceno 0,01 0,02 0,05 0,19 
Fluoranteno n.d. 0,15 0,04 0,07 
Pireno n.d. 0,41 0,08 0,43 
Benzo(a)antraceno n.d. n.d. n.d. n.d. 
Criseno n.d. 0,02 n.d. 0,11 
Benzo(b)fluoranteno n.d. n.d. n.d. n.d. 
Benzo(k)fluoranteno n.d. n.d. n.d. n.d. 
Benzo(e)pireno n.d. 0,02 n.d. 0,08 
Benzo(a)pireno n.d. 0,02 n.d. 0,02 
Indeno(1,2,3-c,d)pireno n.d. n.d. n.d. n.d. 
Dibenzo(a,h)antraceno n.d. n.d. n.d. n.d. 
Benzo(g,h,i)perileno n.d. 0,02 n.d. 0,04 
∑-C1- naftaleno  0,05 0,11 0,48 1,68 
∑-C2- naftaleno 0,03 0,06 0,56 4,14 
∑-C3- naftaleno  0,02 0,04 0,52 4,72 
∑-C1- fenantreno  n.d. 0,01 0,15 1,26 
 
Tabela S2: Quantidade de indivíduos mortos durante os 60 dias de experimento. Cada tratamento tinham 
150 indivíduos. 
48h  10 D  30 D  45 D  60 D   TOTAL  
51 
  
C    0    0    0    0    0              0  
SWA    6    2    5    1    0            14  
D    0    0    3    1    1  5  
D+SWA    4    2    2    1    2  11  
 
Tabela S3: Valores médios por réplica do crescimento das conchas em (mm) dos 30 indivíduos de cada 
tratamento: Controle (C), Controle com remediador químico (SWA), Diesel (D), Diesel com remediador 
químico (D+SWA), nos tempos 10 d, 30 d, 45 d, 60 d após a exposição. 
Tempo Tratamento Réplica  mm 
10d Controle R1 18,32 
10d Controle R2 18,11 
10d Controle R3 18,19 
10d SWA R1 18,16 
10d SWA R2 18,24 
10d SWA R3 18,53 
10d Diesel R1 17,86 
10d Diesel R2 17,92 
10d Diesel R3 18,34 
10d Diesel+SWA R1 17,88 
10d Diesel+SWA R2 17,94 
10d Diesel+SWA R3 18,14 
30d Controle R1 18,32 
30d Controle R2 18,16 
30d Controle R3 18,36 
30d SWA R1 18,14 
30d SWA R2 18,54 
30d SWA R3 18,53 
30d Diesel R1 17,97 
30d Diesel R2 18,05 
30d Diesel R3 18,46 
30d Diesel+SWA R1 17,88 
30d Diesel+SWA R2 17,94 
52 
  
30d Diesel+SWA R3 18,14 
45d Controle R1 18,44 
45d Controle R2 18,15 
45d Controle R3 18,57 
45d SWA R1 18,18 
45d SWA R2 18,71 
45d SWA R3 18,48 
45d Diesel R1 17,96 
45d Diesel R2 18,46 
45d Diesel R3 18,60 
45d Diesel+SWA R1 18,04 
45d Diesel+SWA R2 18,08 
45d Diesel+SWA R3 18,25 
60d Controle R1 18,50 
60d Controle R2 18,13 
60d Controle R3 18,66 
60d SWA R1 18,32 
60d SWA R2 18,74 
60d SWA R3 18,47 
60d Diesel R1 18,07 
60d Diesel R2 18,51 
60d Diesel R3 18,69 
60d Diesel+SWA R1 18,07 
60d Diesel+SWA R2 18,27 
60d Diesel+SWA R3 18,25 
 
 
Tabela S4: Valores brutos da atividade de superóxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST) e 
glutationa peroxidase (GPx), e os valores brutos dos níveis de glutationa reduzida (GSH) e peroxidação 
lipídica (LPO).  
53 
  
Tempo Tratamento Replica    SOD  GST  GPx     GSH LPO 
48h Controle R1 577,289 262,1258 191,4138 0,2303 15,9917 
48h Controle R2 309,662 238,3067 7,7783 1,6087 18,5328 
48h Controle R3 253,122 237,0783 37,3829 1,6512 1,7719 
48h SWA R1 362,254 276,2407 25,4539 3,0955 11,4876 
48h SWA R2 228,204 184,4921 14,6928 1,0636 3,2093 
48h SWA R3 407,603 313,3436 45,4626 2,8998 16,5454 
48h Diesel R1 304,966 270,2455 35,3867 3,1355 1,4825 
48h Diesel R2 291,483 319,1708 183,6748 1,7487 9,8654 
48h Diesel R3 292,298 284,3038 200,0764 2,2259 8,1444 
48h Diesel+SWA R1 528,602 366,2875 11,4208 4,9604 4,9804 
48h Diesel+SWA R2 364,368 285,8998 13,1149 3,2436 3,478 
48h Diesel+SWA R3 383,817 228,34 6,7342 2,2749 11,5594 
10d Control R1 283,094 247,1402 39,5211 5,8257 0,7969 
10d Control R2 369,05 257,9455 53,4872 3,6958 13,4738 
10d Control R3 238,962 205,353 238,7205 3,1884 6,9573 
10d SWA R1 278,529 313,75 297,1499 3,6865 4,3389 
10d SWA R2 396,883 301,6223 0,6475 4,3119 3,8165 
10d SWA R3 307,897 242,2075 6,2565 3,1884 8,9053 
10d Diesel R1 312,823 203,4896 12,684 3,9601 4,8821 
10d Diesel R2 314,433 291,7834 3,0265 2,0331 6,7244 
10d Diesel R3 270,515 252,4577 14,4872 3,4957 0,3493 
10d Diesel+SWA R1 223,321 207,1474 51,1066 3,384 2,851 
10d Diesel+SWA R2 190,657 233,8353 176,8784 2,328 1,6799 
10d Diesel+SWA R3 680,872 286,4797 228,4658 4,9368 3,4856 
30d Controle R1 592,06 259,2156 80,406 1,6815 4,2969 
30d Controle R2 526,596 241,7992 123,3465 0,7594 6,7694 
30d Controle R3 855,949 258,8372 146,1399 0,5174 9,1942 
30d SWA R1 710,481 225,3474 190,5694 1,7374 2,5075 
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30d SWA R2 901,787 292,8573 168,8038 2,6856 0,2907 
30d SWA R3 840,396 288,0269 158,5631 1,6397 1,2287 
30d Diesel R1 816,78 285,3342 108,3659 0,767 9,753 
30d Diesel R2 693,802 302,107 16,8569 1,8827 3,5705 
30d Diesel R3 606,217 130,911 10,1025 0,6309 1,1175 
30d Diesel+SWA R1 972,731 250,5875 1,8943 1,4627 4,5213 
30d Diesel+SWA R2 374,161 271,855 0,631 2,85 2,9571 
30d Diesel+SWA R3 290,114 177,2025 1,8274 1,7637 2,7461 
45d Controle R1 447,832 336,7258 274,538 3,1332 3,1081 
45d Controle R2 463,903 305,4 24,1146 1,5156 1,2979 
45d Controle R3 294,052 264,4427 43,7252 0,5727 1,5259 
45d SWA R1 396,886 304,3936 14,9834 0,06 2,8784 
45d SWA R2 280,805 193,3555 2,9259 0,5279 0,4057 
45d SWA R3 307,778 208,9933 12,156 0,9363 1,1304 
45d Diesel R1 212,921 171,9924 3,0298 1,1261 1,5683 
45d Diesel R2 461,88 239,1502 7,7861 1,1206 1,7261 
45d Diesel R3 330,586 292,7085 117,2996 0,6081 1,4684 
45d Diesel+SWA R1 287,965 238,0531 34,0892 1,1206 1,6561 
45d Diesel+SWA R2 624,401 292,2375 49,7489 0,2345 17,1797 
45d Diesel+SWA R3 350,677 338,4244 15,4144 3,4444 3,4414 
60d Controle R1 408,276 183,1719 6,5699 2,6371 13,1112 
60d Controle R2 342,062 166,9715 4,343 2,6921 1,4619 
60d Controle R3 357,624 269,7223 17,084 2,5149 0,8974 
60d SWA R1 476,523 226,4508 122,9517 1,9998 1,8047 
60d SWA R2 301,228 267,0605 137,149 1,9973 4,1128 
60d SWA R3 399,578 347,2718 12,8076 1,8974 4,3287 
60d Diesel R1 573,159 263,1835 9,7793 6,0986 13,6263 
60d Diesel R2 594,137 338,8939 0 3,1676 2,7033 
60d Diesel R3 1175,551 301,2098 14,7001 7,3439 5,1696 
55 
  
60d Diesel+SWA R1 831,782 327,8441 6,2344 4,3572 3,8093 
60d Diesel+SWA R2 733,365 314,4124 21,4691 4,7939 4,4594 
60d Diesel+SWA R3 349,432 164,6022 215,0153 1,8476 1,2664 
 
